











































































































 本研究全体にわたり,結晶化タンパク質として,市販のものとしては最も高純度(99%)でしかも大量  一
E
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 に入手できるニワトリ卵白リゾチームを用い,その正方晶系結晶(P43212,a=b=37.9A,c=79、1A,
 zエ8)を測定対象とした。また,結晶を成長させる溶液の厚みを非常に薄くする(100-150μm)ことに
 よって,タンパク質溶液の対流を抑制した(拡散場)。
 《結果と考察》
 【2章灘結晶成長におけるタンパク質の共通点と特性について
 ここで得られた面成長速度と過飽和度の関係は,リゾチーム結晶が様々な成長様式のなかでも二次元核
 生成による成長(BirthandSpreadモデル)で成長していることを示した。また,この関係から得られ
 た結晶成長における熱力学パラメータと既知の幾何学パラメータを無機物のものと比較した結果,タンパ
 ク質と無機物の分子サイズの違いがタンパク質の結晶化に大きな過飽和度を必要とする主因であることが
 わかった。
 【3章】結晶界面近傍での拡散状態について
 結晶界面近傍での拡散係数は濃度の増加に対してほぼ一定(4.9±0.7×1σ'11㎡/s)であった。しかし一
 般に,バルク溶液中での拡散係数は濃度の増加とともに減少する。この違いからバルク溶液中と結晶界面
 近傍とでは溶液の性質が異なることが示唆された。
 【4章】結晶への不純物取り込みメカニズムについて
 (1)新たな不純物取り込み量測定法の確立
 本研究では蛍光標識した不純物タンパク質を結晶に取り込ませ,その蛍光強度から取り込み量を決定
 するという新しい手法を開発した。蛍光(BODIPY⑪FL)標識した不純物(ニワトリ卵白アルブミン)
 をリゾチームに混合し,成長条件を変えて成長させたときの不純物取り込み量を蛍光顕微鏡により観察・
 測定した。成長条件が異なる部分での取り込み量の変化が蛍光強度の明暗によってはっきりと現れてい
 た。予備実験では蛍光強度は溶液内と結晶内でほぼ一致しており,溶液中の蛍光強度と不純物濃度の関
 係を用いて結晶内蛍光強度から不純物濃度の測定が可能であることを確認した。
 (2)成長条件による不純物取り込み量の変化の測定
 各成長条件(0.05M酢酸ナトリウム緩衝液,pH二4.0,4.5,5.0,温度=16,18,20,22℃,NaC1
 25mg/ml,リゾチーム80mg/ml,BODIPY⑪FL標識卵白アルブミン1mg/m1)での不純物取り込み量測定
 の結果は以下の通り。
 (a)成長速度の増加により不純物の取り込み量が増加した。
 (b)不純物取り込み量はpH=4,5,5,0での量よりpH=4、0での量の方が少なかった。
 (3)不純物取り込みメカニズムに対する考察
 (a)に関して:この結果を,無機物や低分子化合物の結晶において提案されてきた代表的な取り込みモ
 デル(吸着平衡モデル,Burto11-Prim-Slichterモデル)では説明することができなかった。これにつ
 いて,結晶表面の粗さを考慮したモデルで考察を行った。
 lb)に関して:これは,pH=4、0ではリゾチーム・卵白アルブミン分子ともに正味の表面電荷が正であ
 る(等電点がそれぞれpH=10.5-11,4.6-4、7)ため,両分子間には平均的に斥力相互作用が働き,その
 結果,結晶への不純物の取り込みが困難になったと説明できる。
 以上の成長条件による取り込み量変化に関する結果は,今後不純物取り込みの制御に応用できる。
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 《今後の展望》
 蛍光標識の手法は結晶化タンパク質自身にも応用が可能である。これを用いて走査型近視野原子間力顕
 微鏡で凝集過程を直接観察できれば,結晶化過程(溶解・核形成・成長)の中でも最も研究が遅れている
 核形成過程を捉えることが可能となり,タンパク質結晶成長過程全体にわたり知識を広げることができる。
 今後は,この実現とともに,結晶成長に多大な影響を与える不純物の取り込み・作用機構の解明と応用に
 取り組み,能動的な結晶形態・組成・成長制御を目指したい。
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 論文審査の結果の要旨
 タンパク質は,生命現象の本質を担う生体高分子である。その機能発現の機構を解明するには精密な構
 造解析が必要であり,それには完全性の高い結晶が必要となるが,まだ,タンパク質の結晶成長メカニズ
 ムは解明されていない。本研究は,タンパク質の結晶化の指導原理を確立するために,結晶成長に関与す
 る未確定因子である対流と不純物に注目した研究を行なった。実験は高純度のタンパク質が得られる卵白
 リゾチームheneggwhitelysozyme(HEWL)を対象とし,対流を極力抑制するために,100-150μm
 の厚さの溶液とし,二光束干渉系計で結晶周辺の濃度場を測定することで面成長速度の過飽和度依存性を
 調べている。この結果からリゾチーム結晶が二次元核生成により成長していることを示し,さらに,無機
 物のリン酸二水素アンモニウムの結晶成長との1分子当たりの表面自由エネルギーの比較から,タンパク
 質の結晶成長に大きな過飽和度が要求されるのは分子サイズの寄与が大きいことを明らかにした。本研究
 では不純物が結晶成長に及ぼす効果にとくに注目しているが,結晶への不純物の取り込みを定量的に調べ
 た研究は少ないので,まず,定量法の確立をしている。BODIPYで蛍光標識された卵白アルブミンを不
 純物に選び,蛍光顕微鏡下にその蛍光強度を測定することで不純物の取り込みを非破壊的に定量する方法
 を確立している。これは結晶成長過程での不純物の取り込みを定量的に解析した最初の研究である。この
 方法を用いて結晶成長速度と不純物取り込み量の関係,さらには,それぞれのタンパク質の等電点に注目
 したpH依存性を調べている。その結果,成長速度の増加による不純物取り込み量の増加は,従来の不純
 物取り込みモデルである吸着平衡モデルやBurむon-Prim-Slichterモデルでは説明できず,表面の粗さを
 考慮したモデルが必要となることを指摘している。また,pH依存性からは,分子間に静電的な斥力相互
 作用が働くと不純物の取り込みが困難となることを定量的な測定で明らかにしている。これらの結果は,
 論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがっ
 て,栗原和男提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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